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 エイズリンパ腫のモデルとなる EBV 陽性 LCL








































































































































































































































































るが、全身性リンパ腫で 43 例（DLBCL34 例、
Burkitt2 例、その他 7例）、原発性脳（CNS）リ
ンパ腫で 14例の回答が 2008 年 1月末までに寄
せられている（表 1の右半分）。 
エイズリンパ腫の半数以上を占めるDLBCLは、






CHOP が 15 例、EPOCH が 17 例となっていたが、
EPOCH は 2 施設のみでの採用だった（CHOP と
EPOCH 以外では、VAD が 1 例、放射線治療のみ
が 1 例）。CHOP と EPOCH とでは治療効果にほと
んど差が認められなかった。Rituximab の併用
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・ エイズリンパ腫治療時の HAART 開始時期 
・ エイズ関連のびまん性大細胞型 B 細胞性リ
ンパ腫（DLBCL）の治療経験数 
・ DLBCL 治療時の化学療法レジメン 














行われていた。症例数は 129 例であった。54 施
設中 43 施設で血液内科が診療担当であったが、
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過去５年間でのエイズリンパ腫診療症例数 １０例以上 ６例から９例 ３例から５例 １例から２例 
血液内科でのエイズリンパ腫診療施設 0 0 4 35 
感染症科でのエイズリンパ腫診療施設 2 1 2 3 
その他 0 0 3 4 
























































 HIV 関連リンパ腫のうち、びまん性大細胞型  







































 １）B細胞性リンパ腫における CD20 変異の解
析 
 B 細胞性リンパ腫の５０症例のリンパ節検体
を浮遊細胞にして MACS により CD19 陽性細胞を
採取する。それらの細胞から RNA を抽出し、














 ３）EBウイルス感染および CD4/CD8 比におけ
るリンパ腫症例の解析 
 HIV 非感染リンパ腫における EBV 感染を LMP
免疫染色や血清学的検査で評価し、、HIV 非感染




  材料と方法：EBV陽性エイズ関連DLBCL 10例、
EBV 陰性エイズ関連 DLBCL 10-20 例、および非

































































解析                          








は、正常型と C末端欠損型で CR率、非 CR率に
有意差はみられなかったが、C 末端欠損型で非













い。我々は、HCV 感染症例で B 細胞性リンパ腫










 エ イ ズ 関 連 リ ン パ 腫 は そ の 多 く が
Epstein-Barr virus(EBV)陽性の diffuse large 









  エイズ(AIDS、acquired immunodeficiency 







陽性の diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) 
であり、EBV による日和見腫瘍と考えられてき
た。しかし、近年のわれわれの調査では、highly 







































れており、リツキシマブによる IgG 減少が HCV
ウイルス活性化と関係していることが示唆さ
























2. informed consent 済みの症例検体からの DNA













2) EB ウイルス感染および CD4/CD8 比における
リンパ腫症例の解析 











１．材料と方法：EBV 陽性エイズ関連 DLBCL 10
例、EBV 陰性エイズ関連 DLBCL 10-20 例、およ
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清彦．RCHOP 療法を施行した HCV 陽性 B 細胞性
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研究要旨 エイズ合併リンパ腫のモデルとして、EBV 不死化 LCLと PEL細胞株
を用いて、これらの細胞に共通する特徴である恒常的な NF-kB を標的とした
薬剤の作用を検討した。p65RelA の核内移行を阻害するユニークな NF-kB 阻害
剤を用い、in vitro では細胞増殖、アポトーシス誘導、遺伝子発現動態を検























腫のほとんどは diffuse large B cell lymphoma 
(DLBCL)であり、その約半数に Epstein-Barr 
virus (EBV)の感染が認められる。また、２０
０１年の WHO 分類で、HHV8/KSHV の感染が診断
基準とされたPrimary Effusion Lymphoma (PEL)
は、その約８０％が HIV 感染者に認められる
（Kobayashi et al., Act Haematol 
2007;117:132)。ARL の中で PEL が占める割合は
































て樹立した LCL を用い、PEL については細胞株
を使用して、NF-kB 阻害剤 DHMEQ による NF-kB
活性抑制効果および細胞死誘導能を検討した。
さらに、EBV 感染初期の PBMC に DHMEQ を作用さ






 LCL の培養液中に DHMEQ を添加し、その後の
NF-kB 活性を EMSA 法により、細胞増殖能を
WST-8法により解析した。また、AnnexinV染色、
TUNEL 法、Caspase 活性測定によりアポトーシ
ス 誘 導 の 有 無 を 検 討 し た 。 さ ら に 、
NOD/SCID/gamma(c) (null)マウス（NOG マウス）
へ LCL を移植し、DHMEQ 存在下での腫瘍形成能
を観察した。加えて、PBMC へ EBV を感染させ、
感染初期における DHMEQ存在下での LMP-1 発現
細胞の増減と LCL 形成能を経時的に観察し、そ
れに伴う細胞集団中のウイルスDNA量の増減を
リアルタイム PCR 法により定量した。 
（２）NF-kB 阻害剤 DHMEQ を用いた Primary 
effusion lymphoma (PEL)治療の基礎研究 
PEL 細胞の培養液中に DHMEQ を添加し、その後
の NF-kB 活性を EMSA 法により、細胞増殖能を
WST-8法により解析した。また、AnnexinV染色、
TUNEL 法、Caspase 活性測定によりアポトーシ
ス 誘 導 の 有 無 を 検 討 し た 。 さ ら に 、
NOD/SCID/gamma(c) (null)マウス（NOG マウス）






























図 1. DHMEQ は LCL における NF-ｋB活性を阻害する 
 DHMEQ添加(+)or 非添加(-)後の LCL より核抽出液
を分離し、NF-ｋBの DNA 結合活性をゲルシフト法に


















図２. DHMEQ の細胞増殖能へ与える影響 




LCL 移植 NOG マウスにおいては、DHMEQ の連続
投与により腫瘍の形成が阻害された。さらに、
EBV 感染初期の PBMC においては、DHMEQ 投与に
より LMP-1 発現細胞が選択的に除去され、LCL
の樹立が阻害された（図３）。細胞集団中のウ











図３. DHMEQ の EBV 感染 PBMC へ与える影響 
 PBMC への EBV 感染後、DHMEQ 存在下での LCL 樹立
を経時的に観察した。DHMEQ 投与により LCL の樹立
が阻害された。 
以上の結果は現在投稿中である（Ariko Miyake, 
Md. Zahidunnabi Dewan, Takaomi Ishida1, Mariko 
Watanabe4, Mitsuo Honda, Tetsutaro Sata, Naoki 
Yamamoto, Kazuo Umezawa,Toshiki Watanabe1 
Ryouichi Horie. Induction of apoptosis in 
Epstein-Barr virus-infected B- lymphocytes by 





2)NF-kB 阻 害 剤 DHMEQ を 用 い た Primary 
effusion lymphoma (PEL)治療の基礎研究 
HHV-8 感染 PEL 細胞株(BCBL1, TY1, BC1)の各抽





図１．DHMEQ による一過性の NF-kB 活性化抑制．10mg/ml
の DHMEQ 処理後時間経過を追って各抽出液を調製し EMSA


















PEL 細胞移植 NOG マウスモデルで in vivo の抗
腫瘍活性の解析を行た結果、この xenograft に
おいて DHMEQ の PEL細胞に対する抗腫瘍効果が
示された（図３,４）。 













骨髄腫、ATL などの、T リンパ球及び B リンパ
球の悪性腫瘍に対する有効性と同様の結果で
ある。本研究において注目される結果は、 



























以上の結果は、NF-kB 活性が EBV 陽性 B 細胞リ
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として用いられている HMG-CoA 還元酵素阻害薬（スタチン）と NF-kB 阻
害剤 dehydroxymethylepoxyquinomycin (DHMEQ)の併用療法について、試験























































（スタチン）もその一つである(Katano et al. 
PNAS 101:4960-5, 2004)。スタチンの一種で
あるシンバスタチンをEBVにより形質転換






















































群 10 匹として、Group 1: control, 2: statin 単




を 2 mM に保つためには計算上 5 mM の濃度
になるよう投与する必要があり、これは
0.042mg/Mouse (20g)に相当する。また、















































図１．シンバスタチンと DHMEQ の LCL に対する
細胞死の誘導 
5 種類の LCL と BJAB に薬剤を投与し、４日後の
XTT assayの結果を示す。縦軸は薬剤を添加してい
ない LCL の吸光度を１とした比を示す。 
















スタチンと DHMEQ の LCL に対する有




DHMEQ は 1-2 日でその効果が現れた。シン
バスタチンでは LCL に特異的に細胞死が誘
導され、BJAB には細胞死を誘導しなかった
（図１）。シンバスタチン投与 5 日後には 2 
mM で LCL の 8 割が死細胞であった。一方、
DHMEQは細胞死誘導の期間は短いものの、
BJABにもLCLと同様に細胞死を誘導した。 
 つぎに、シンバスタチンと DHMEQ の併
用について検討した。LCL は通常クランプ
を作りながら増殖するが、そこにシンバス
タチン 2 mM または DHMEQ 10 mg/mL を加
えるとクランプは完全に消失し、ほとんど
は死細胞となる。濃度を下げて、LCL にシ
ンバスタチン 1 mM を加えると、濃度が十分
でないため、小さなクランプが残存する（図







DHMEQ 5mg/mlSimvastatin 1mMNo drug
 
 




タチン 1 mM では小さなクランプが残り（中上）、





















は図１の LCL1 を使用したが、複数の LCL で同様
の結果が得られている。 
29
ン 1 mMとDHMEQ 5 mg/mLを培養上清中に
併用して使用するとクランプはほとんど観
察されなくなった（図２の下図）。細胞増殖
アッセイではシンバスタチン 1 mM および















独投与群は細胞接種後 60 日に 5 匹が生存し、
Kaplan-Meyer 生存曲線ではコントロールと
























ることが報告されており(Demierre et al. Nat 



















を形質転換するが、LMP-1 も LFA-1 も細胞
表面上のコレステロールの豊富な部位であ






































これが、スタチンが LCL などの EBV 感染
細胞に細胞死を誘導するメカニズムと考え
られている。 
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B 細胞腫瘍化の主因である EBV を標的にした治療法開発 
 






る重要なファクターとなる。エイズリンパ腫のうち、EBV 陽性の B 細胞リ
ンパ腫はその多くの割合を占めており、リンパ腫の原因が EBV の存在に依
存することが明らかである点において他のリンパ腫と異なる。EBV 陽性の
B 細胞リンパ腫には特異的な治療標的分子として EBV 核抗原 EBNA1 の存在
が指摘されているが、その分子標的候補としての評価は依然確立していな














腫のうち、EBV 陽性の B 細胞リンパ腫はその多
くの割合を占めており、リンパ腫の原因が EBV
の存在に依存することが明らかである点にお
いて他のリンパ腫と異なる。EBV 陽性の B 細胞
リンパ腫には特異的な治療標的分子として









Epsterin-Barr virus nuclear antigen1(EBNA1)であ








ことが報告されている (Kennedy et al, PNAS 














（１）DNE1 発現ベクターの構築：DNE1 を GFP
との融合タンパク質として発現するレトロウ
イルスベクターpCMMP GFP DNE1(GD)を構築
した。DNE1 は Kennedy et al, PNAS 2003 に記載
されているものを使用した。これは nuclear 
localization signal および dimerization and DNA 
binding domain のみを有する DNE1 である。





を使用した(Komano et al., Mol Biol Cell 2004)。 
（２）DNE1 発現と機能の確認：pCMMP GFP 
DNE1(GD)を 293FT にトランスフェクションし
て GD 発現を抗 GFP 抗体にて Western blot 法に
より解析した。EBNA1 依存的転写を抑制する
かについては、EBNA1 依存的プロモーターに
て luciferase を発現する FR-tk-Luc と EBNA1 を




現 ユ ニ ッ ト の transduction ：
pCMMP,pVSV-G,pMDgag-polを同時に 293T細胞
にトランスフェクションして２日後に培養上
清を回収して 0.45um で filter したものをウイル
ス液とした。ウイルス液には polybrene を添加
した。これを、EBV 陰性バーキットリンパ腫細
胞株 BJAB または B cell acute lymphocytic 
leukemia である EBV 陰性細胞株 BALL に感染
させた。BJAB または BALL 細胞を 0.5-1.0x105
個準備しこれにウイルス液１ml に resuspend し
て 4℃で 1 時間 rotate し細胞にウイルスを吸着
させた後、培養液に置換して培養を続けた。
Gene transduction は GFP 蛍光により検出し、細
胞増殖、形態等に関する検討を行った。 
（４）DNE1 発現細胞に対する EBV 感染と EBV
遺伝子発現およびゲノム維持に関する検討：
GD または GFP を導入した BJAB 細胞に対し










ルスゲノム量を BamHI W fragment に対する
PCR primer を用いてそれぞれ quantitative PCR




来 の total RNA を 使 用 し た end point 
semi-quantitative RT-PCR にて検討した。これら
のprimerは全て過去に記載されたものを使用し、
その reference は Brooks et al., J Virol 1993; Miller 
et al., J Virol 1993; Busson et al., J Gen Virol 1995; 
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は EBNA1 の ア ミ ノ 酸 377-391(NLS) か ら
451-641(DNA binding and dimerization 
domain) までを GFP の N 末端側に融合させる
ように構築した。これを哺乳類発現ベクター
pCMMP に AgeI-MfeI を用いてクローニングして
pCMMPGD を構築した。以降 pCMMPeGFP をコント
ロールとして使用した(Kirchmaier and Sugden, 
J Virol 1997; Kennedy et al., PNAS 2003)。 
（２）DNE1 発現と機能の確認：GD のタンパク
質発現をpCMMPGDを transientに transfection
した 293T 細胞にて確認した。Western blot に
おいて anti-GFP 抗体にて GD に期待される約
54kDa のシグナルを検出した。緑色蛍光の細胞
内 distribution は核内に集積して観察され、
期待された localization であった。EBNA1 機能
に対する dominant-negative effect を確認す
るため、転写抑制が誘導できるかを確認したと
ころ、dose-dependent に EBNA1-dependent tk 
promoter-driven luciferase activity の低下
を検出することができた（図１）。 
（３）レトロウイルスベクターによる DNE1 発




limiting dilution または FACS sorting により
GFP陽性細胞をcloningまたはbulk collection
した。これらの細胞における GFP および GD の
発現は 293T と同様に Western blotting にて
確 認 さ れ た （ 図 ２ ） と 同 時 に confocal 
microscopy により 293T と同様の細胞内
distribution を示した（図３）。細胞増殖およ
び細胞形態は GFP, GD 発現により明らかな違い
を呈することはなかったが、クローン間での
variation が BJAB にて観察された。 
（４）DNE1 発現細胞に対する EBV 感染と EBV 遺
伝子発現およびゲノム維持に関する検討：増殖
速度のほぼ同じ BJAB の GFP, GD 細胞クローン
を使用して EBV 感染に対する GD の影響につい
て検索した。ウイルス吸着効率には GD は影響
せず、核内へのウイルスゲノム移行に対しても
GD は抑制活性を示さなかった。EBV genome か
ら の 遺 伝 子 発 現 は W promoter か ら の




を検出しなかった。LMP1, LMP2A, BARF0 















ったが、ウイルス由来の transforming gene であ
る EBNAs, LMP1 などの発現効率を低下させる
35
ことが明らかとなった。EBNA1 が BARF0 や
LMP2a に対しても感染初期においては転写制
御を行っていることが本実験によってはじめ







ので内在性の clonal variation であることが示唆され








 Dominant-negative EBNA1 を用いて EBV 感染
初期過程における EBNA1 の影響を検索した結
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は、EBV 特異的細胞傷害性 T 細胞により速やか
に除去されるが、エイズ患者では免疫監視機構
破綻のため無制限に増殖しリンパ腫発症に至















より、ヒト化 NOG マウスには EBV 感染が成立
し、主に高濃度のウイルス感染によりリンパ腫





























ス）は NOD/Shi-scid マウスと、IL-2 受容体コモ
ンγ鎖ノックアウトマウスを掛け合わせたも
ので、ヒト HSC の移植に最も適した免疫不全




 臍帯血から Ficoll 比重遠心法により単核細
胞を分離し、MACS CD34+ アイソレーション
キット（Miltenyi Biotec）あるいは Stemsep キ
ット（ステムセルテクノロジー社）を用いて





ぞれヒトリンパ球、ヒト B 細胞、ヒト T 細胞
分化の指標とした。 
４．EBV 感染実験 




 Beckman Coulter 社 Cytomics FC-500 を用い
て解析した。 
６．EBV 遺伝子発現の解析 
 組織内の EBV 蛋白質 EBNA2 および LMP1
は免疫化学染色により、また EBV がコードす


























 異なる提供者に由来する HSC を移植した 2
群（各群 6 頭）のヒト化マウスに、103, 102, 101, 
100, 10-1 TD50 (50% transforming dose)の EBV を




よび 102 TD50の感染を受けたものは 5~10 週の
間にリンパ腫を発症し一般状態が極めて悪化







比較的低濃度（101 , 100 , 10-1 TD50）の EBV を





（感染後 22 週）、脾臓組織において EBER in situ 
hybridization を行ったところ EBER 陽性細胞
（EBV 感染細胞）が散見された（図 2）。 
３．持続感染成立における免疫応答の役割の検
討 
ヒト化 NOG マウスでは、HSC 移植後約２ヶ
月から B 細胞、4 ヶ月から T 細胞の分化が認め
られる。EBV 関連 LPD 発症に対する T 細胞免
疫応答の防御機能を検証するために、移植後 3
ヶ月でB細胞のみが末梢血に認められる時期（6





ける EBV DNA 量が高いことが示された。さら
に、HSC の違いによる影響を除くために、同一
提供者由来 HSC によるヒト化マウス 12 頭を用
いて実験を行ったところ、結果は同様であり、










を感染後 35 日目以降 cyclosporine A (5~10 
mg/kg/day)あるいは抗 CD3 抗体 OKT3（2 mg/ml）
を静脈内投与したところ、投与後 35 日におい
て、対照群 5 頭のうち 3 頭が生存していたのに
対して、cyclosporine A 投与群は 5 頭すべて、


























梢血 EBV DNA の上昇にやや遅れて末梢血
CD8(+)T 細胞の増加が認められたことから、
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表 1. 持続感染マウス臓器における EBV DNA 定量 
 N35-1 N35-3 
脾臓 6.2×102  5.7×103 
骨髄 検出感度以下 4.1×104  
肝臓 検出感度以下 2.7×104 
肺 2.7×103   1.0×104  
顎下リンパ節 1.6×103   6.9×103  
腋下リンパ節 検出感度以下 2.6×102  
腸間膜リンパ節 検出感度以下 4.1×102  
腎臓 1.2×103   4.8×104  







図1.  EBV感染マウスの末梢血中EBV DNAおよび
T 細胞応答．101 TD50 の EBV を投与後、末梢血中の































分担研究者 清水 則夫 東京医科歯科大学難治疾患研究所ウイルス治療学 準教授 
 
研究要旨 免疫不全マウス NOD にヒト臍帯血由来 CD34 陽性細胞を移植し
たマウス（ヒト化マウス）に HIV-1 を感染して HIV-1 持続感染マウスを作
成した。その後、HIV-1 持続感染マウスに EB ウイルス（EBV）を重感染し
エイズリンパ腫発症モデルの作成をめざした実験を行った。HIV-1 非感染
ヒト化マウスに EBV を感染したコントロールマウスと、HIV-1、EBV 重感染











し、昨年は初めて年間 1000 人を越える 1048 人
もの感染者が報告されている（厚生労働省エイ
ズ動向委員会発表）。 一方、近年開発された
有効な薬剤治療法（Highly Active Anti- 

























回収した。分離した CBMC から MACS CD34+ アイ
ソレーションキット（Miltenyi Biotec）を使
用して CD34 陽性造血幹細胞を分離した。 
 6-8 週齢の NOG マウスへ尾静脈より 2 x 
104-1.0 x 105個の CD34 陽性造血幹細胞を投与
した。 
２．フローサイトメトリー解析 
 移植後 1-8 ヶ月のマウスの末梢血、脾臓、骨
髄、胸腺を採取し、フローサイトメトリー用に
単核球細胞を分離した。末梢血および各組織か
ら分離した単核球細胞を抗ヒト CD45, CD3, 














４．マウス血漿中 HIV-1 の定量 
HIV-1 感染マウスから回収した血漿から RNA を
抽出した（QIAamp Viral RNA Mini kit：QIAGEN）。
HIV-1 ゲノムコピー数は、ABI7300 Real-Time 
PCR system（Applied Biosystems社）で定量し
た。 
５．マウスへの HIV-1 と EBV の重感染実験 
移植後 4-5 ヶ月のマウスに、HIV-1JRCSF（R5指向
性）および HIV-1NL4-3（X4 指向性）を尾静脈よ




った。EBV-DNA は QIAamp DNA Mini kit（QIAGEN）
にて抽出し、ABI7300 Real-Time PCR system で
定量した。 
 また、同ドナー由来の臍帯血細胞から樹立し


















































2. HIV-1 感染実験 
 造血幹細胞移植後120-151日目のマウスを用
い、R5指向性 HIV-1JRCSF（65,000 TCID50 / マウ
ス）および X4指向性 HIV-1MNp（20,000 TCID50 / 





数（<7.8 x 106 copies/ml）が持続する慢性感
染が成立した（図 1）。感染マウスにおける末梢








がみられた（図 2. A）。一方、R5指向性 HIV-1JRCSF
（7 匹）感染マウスにおいても CD4/CD8 は減少
するもののその減少速度は比較的緩やかであ
った（図 2. A）。末梢血中 CD4 陽性 T 細胞の絶
対数についても同様な傾向がみられたが（図 2. 








3. HIV-1 と EBV の重感染実験 
 エイズ関連悪性リンパ腫の要因の一つとな




っている。我々は HIV-1 感染と並行して EBV 感
染実験を行い、リンパ腫発症モデルの作製を行
った（分担研究者藤原担当）。その結果、この
ヒト化 NOGマウスが EBV に対して強い免疫反応
を示し、投与時期やウイルス投与量によってリ
ンパ腫の形成をコントロールできることが明





 感染実験では、まず HIV-1 を感染させて CD4
陽性 T細胞の減少を再現し、その後 EBV を感染
させて病態の解析を行った。その結果、まず最
初に HIV-1 非感染マウス（3 匹）から末梢血中
EBV コピー数が検出され、その後顕著な体重減
少を示した。一方、R5指向性 HIV-1JRCSF（4匹）














全身の組織におけるEBVコピー数  / 100ng DNA（ EBV投与後29日目）




































EBVコピー数  / 100ng DNA（ 1 x 105 LCL投与後21日目）
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両方の HIV-1 に対し、高い viremia が長期間持
続する慢性感染が成立した。感染マウスでは、























免疫不全マウス NOD にヒト臍帯血由来 CD34 陽
性細胞を移植したヒト化マウスにHIV-1を感染
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ヒト Primary effusion lymphoma (PEL)細胞株を移植することにより、PEL
マウスモデルを樹立した。更に MTT 法によりスクリーニングの結果得られ
た NF-kB 阻害剤は、PEL の増殖を in vivo においても阻害した。また、
NOD/Scid/Jak3 欠損マウス体内で NK 細胞が特異的に増殖する系を用いて

























とである。本年度は、特に HIV-1 多い Burkitt





 ヒト Primary effusion lymphoma (PEL)細





欠損マウスは、NOD/Scid マウスに Jak-3 欠損
マウス（理化学研究所 RCAI 斉藤隆博士から供
与）をバッククロスして作成した。純化した
ヒト臍帯血中 CD34 陽性細胞を 2.5 Gy 放射線
照射したマウスへ移植し、経時的に末梢血や
種々のマウス臓器中におけるヒト血液細胞の






























































1) MTT 法による抗 PEL 薬剤のスクリーニング 










3) PEL 治療マウスモデル開発 
 スクリーニングで抗 PEL 作用の認められた
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